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【要旨】今回著者はHUVECの遊走に対するピオグリタゾンの影響について検討した。
　グルコース5．5mmol／1条件下において、10－8～10－4　mol／1ピオグリタゾン添力［鮮のHUVEC遊走細胞数は
無添加群l13．0±13．6　cells／unit　areaに比し67．8±4．7、645±4．5、58．8±4．1cells／unit　areaに有意に減少した
（p＜0．Ol）。このピオグリタゾンによるHUVEC遊走抑制は、グルコース28　mmol／1条件下では、10－8～10“4
mol／1ピオグリタゾン添加により、61．4±7．4、36．9±4．4、21．3±1．5　cells／unit　areaと濃度依存性を認めた（p＜
0．Ol）。ピオグリタゾン10－6　mol／1添加群では、無添加群に比べHUVEC培養液中の6－keto－PGFlαの濃度は
有意に増加した。グルコース5．5mmol／1あるいは28　mmol／1いずれの条件下においても、プロスタグランジ
ン1、（PGI2）あるいはメチル化PGI，添加群のHUVEC遊走は無添加群に比べ有意に減少した（p＜0．05）。
HUVECの増殖はピオグリタゾンによって有意に抑制されたが、　PGI2では抑制されなかった。
　ピオグリタゾンによるHUVECの遊走抑制は、ピオグリタゾンによる直接作用の他にHUVECから産生
されたPGI、による二次的作用の可能性も示唆された。
はじめに
　糖尿病患者においては、糖尿病に特有な細小血管症
の合併を認めるほか、非糖尿病患者に比し心筋梗塞、
脳梗塞の発症頻度も高い1）。このため糖尿病は血管病
とも称されている。血管障害の発症・進展の抑制には、
血糖コントロールのみでは不十分のことが多く、血圧
や血清脂質の管理も重要と考えられている。そのため
糖尿病治療薬としては、血糖降下作用だけでなく、血
管合併症の発症・進展を抑制する効果を併せ持つこと
は、価値あることである。血糖降下薬であるピオグリ
タゾンpioglitazone（5一［4一｛2一（5－ethyl　l2－pyridyl）
ethoxy｝一benzoyl］一2，4－thiazolidiendione）は、チアゾリ
ジン誘導体に属し、インスリン抵抗性を改善し、血糖
降下作用を現す2・3）。最近インスリン抵抗性は血管障害
を引き起こすと考えられるようになった。チアゾリジ
ン誘導体は直接血管に作用し動脈硬化を抑制すると
推測されている。我々はこれまでにピオグリタゾンが
高脂血症家兎大動脈のfatty　streakの形成を抑制する
こと4）、内皮細胞由来一酸化窒素（NO）の活性を充進
させることを報告してきた5）。
　血管内皮細胞はトロンボモジュリン6）、組織因子活
性阻害因子を発現し、プロスタグランジン1、（PGI2）
を産生することなどにより、血管の抗凝固能、抗血栓
能を保つとともに血管弛緩作用を有し、血管壁の恒常
性を維持している7）。糖尿病性細小血管症、特に増殖糖
尿病網膜症においては、新生血管がしぼしぼ観察され
る。この血管新生のプロセスとして、血管内皮細胞の
障害に続き、障害部位からの血管内皮細胞の遊走と増
殖などの過程が考えられている。このように血管障害
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に内皮細胞は関与していると推測されている。
　我々はこれまでにピオグリタゾンの血管内皮細胞
に対する作用として、ピオグリタゾンがHUVECの形
態変化を惹起し、細胞増殖を抑制することを報告し
た8）。そこで今回、HUVECの遊走能に対しピオグリタ
ゾンとPGI2がいかなる影響を及ぼすかを検討した。
研究材料および方法
　1．培養細胞と培養条件
　HUVECはエンドセルUV（クラボウ（株）・東京）
を使用した。培養液はウシ胎児血清（FBS）2％V／V、
ヒト組換え型上皮成長因子を含む低血清内皮細胞増
殖培地EBM（クラボウ・東京）を使用した。なお、
HUVECの培養、継代は、37．C、5％CO2の環境下で
行った。
　EBM　500　mlにFBS　500μ1を添加したものを、静止
培養液として用いた。
　2．使用薬品
　武田薬品工業（株）より提供を受けたピオグリタゾ
ン原鉱39．3mgをdimethyl　sulfb）dde（DMSO）10ml
に溶解してピオグリタゾン10　Ptmol／1溶液を作成し、
実験時にEBMを用いて希釈し、最終濃…度が10－4
mol／1、10－6　mol／1、10－8　mol／1になるように調製し、培
養液に添加した。PGI2（SIGMA　LTD．　USA　Co）lmg
を蒸留水に溶解し、最終濃度がlng／ml、100　pg／mlに
なるように調製し、培養液に添加した。PGI2　methyl
ester（SIGMA　LTD。　USA　Co）においても同様に蒸留
水を用いて希釈し、最終濃度100pg／mlに調製し、培
養液に添加した。
　3．HUVECの遊走に対するグルコース、ピオグリ
　　　タゾン、PGI2の影響
　細胞を3～4代継代した時点で、6穴プレートに
2．5×105cells／wellずつ播種し培養を行い、　HUVECが
confluent　monolayerの状態になった時点で、培養液を
静止培養液に交換後、24時間培養し、細胞周期を同調
させ実験を開始した。培養した細胞をスクレーパーを
用いて剥離し、単層培養創傷モデルを作成した（Burk
らの方法）9）。次に、グルコース濃度を5．5mmol／1
（NG）、または28　mmol／1（HG）とした培養液に交換
し、5時間培養後、細胞固定を行い、ヘマトキシリン、
エオジンにて細胞の核を染色した上で、剥離したプ
レート面に遊走した細胞数を測定した。遊走細胞数は
目隠しテストにて検鏡し、5プレートの平均値を用い
た。
　前述した方法にて作製したHUVEC単層培養創傷
モデルを用い、NG培養液およびHG培養液に最終濃
度が10一8mol／1、10－6　mol／1、10『4　mol／1になるようピ
オグリタゾンを添加し、5時間培養後、前述と同様の方
法で遊走細胞数を測定した。
　PGI2およびメチル化PGI、もピオグリタゾンと同
様にHUVEC単層培養創傷モデルに最終濃度が100
pg／ml、　l　ng／mlになるように添加し、5時間培養後の
遊走細胞数を測定した。
　4．HUV：EC培養液中のPGI、の測定
　HUVECを35　mmペトリディッシュに播種し、
confluentとなった時点で静止培養液に交換し、24時
間培養後、ピオグリタゾンを最終濃度が10一6mol／1に
なるよう添加した群と、無添加群に分け、6時間後の
6－keto－PGFIαの濃度をRIA　PEG法にて測定した。
なお、PGI、は溶液中では速やかにケト体に変化する
ため、6－keto－PGF1αを測定した。
　5．HUVECの増殖に対するピオグリタゾンおよ
　　　びメチル化PGI、の影響
　HUVECをT25のフラスコに2×104　cells／dishず
つ播種し24時間培養を行い、ピオグリタゾン、10－8
mo ／1、10一6　mol／1含有培養液、メチル化PGI2、100　pg／
ml含有培養液、および、ピオグリタゾン、メチル化
PGI、を含有しない培養液に交換後、24時間培養し細
胞数を測定した。
　6．　Extracellular　signal－regulated　kinasel，　2
　　　（ERKI，2），　p38　MAP　Kinaseに対するピオグリ
　　　タゾンの影響
　HUVECにピオグリタゾンを添加し、5時間培養後
にHUVEC内に発現するリン酸化ERKl、2、および
リン酸化p38をECL　Western　blotting　analysis　system
（Amersham　Pharmacia　Biotech）のプロトコールに従
い行った。HUVECをPBS（一）で洗浄した後、細胞
を回収した。回収した細胞をPBS（一）で2回洗浄し、
溶解バッファー（20mmol／l　Tris－HCI、150　mmol／l
NaCl．　O．5％　Triton　X－100．　O．5％o　sodium　deoxycholate．
10mmol／1　EDTA．　1　mmol／1　sodium　orthobanadate．
（）．1mmol／l　NaF、1％protease　inhibitor）を加え、　cell
lysateを調製した。Cell　lysateを15，㎜r．pmで30分間
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遠心した後、上清を分取し、サンプルとして用いた。こ
れにサンプルバッファー（4％SDS、02　M　Tris－HCI、
20％o　glycerol．　5　mM　EDTA．　O．O　l％o　BPB．　10％o　2－
melcaptoethanol）を加えて1．5分間煮沸し、　SDS－
PAGEを行うことによりタンパク質を分離した。
SDS－PAGEには1レーンあたり30μgのタンパク質
をアプラ’イした。また、蛋白定量はProtein　Assay　kit
（Bio－Rad）を用いて行った。分離後PVDFメンブレン
（Millipore）にタンパク質を転写した。検出には、1次
抗体として抗phospho－p44／42　MAP　Kinase（Thr202／
Tyr204）　Antibody　（NEW　ENGLAND　BioLabs　lnc．）．
抗phospho－P38　MAPK（Thr180／Tyr182）281BlO
Monoclonal　Antibody　（Cell　Signaling　TECHNOL－
OGY）を1：1，000倍希釈で用いた。2次抗体としては
抗ウサギlgG－HRP（Santa　Cruz　Biotechnology）を1：
5，㎜倍希釈で用いた。検出されたバンドは、NIH
image　l．61を用いて定量化した。
　7．統計学的解析
　いずれの検討も各群n＝5で実施し、結果は平均±
標準偏差で表した。多群間の平均値の差における検討
には、ANOVAを用い、　P＜0．05を有意水準とした。
結 果
1）HUVECの遊走に対するグルコースの影響
　NGおよびHGいずれの条件下においても、培養開
始後5時間にて、HUVECは単体あるいは集族を形成
した状態で遊走を示した。HUVECの遊走細胞数は
NG　178．7±26，3、　HG　l　57．9±27．4　cells／unit　areaと両群
間で有意差は認められなかった。
2）HUVECの遊走に対するピオグリタゾンの影響
　NG条件下では、　HUVEC遊走細胞数はピオグリタ
ゾン10－8、10－6、10－4mol／1コ口により、無添加群
l13．0±13．6に比し67．8±4．7、645±45、58．8±4．　l　cells／
unit　areaに減少した。ピオグリタゾン10－8mol／1～
10－4mol／1添加による遊走細胞数の減少は、ピオグリ
タゾン無添加群に比し有意（P＜o．Ol）であった（Fig．
1）。HG条件下においても遊走細胞数はピオグリタゾ
ン10－8～10一4mol／1添加により61．4±7．4、36．9±4．4、
21，3±1．5cells／unit　areaとピオグリタゾン無添加群
124．3±8．7cells／unit　areaに比し有意に減少し（P＜
o．Ol）、その減少は濃度依存性であった（Fig．　D。　HG条
件下、ピオグリタゾン10－6、10－4mol／1添加において
認めた遊走細胞数の減少はNG条件下のそれらの減
少と比し有意（P＜0．Ol）であった。0．1％DMSOのみ
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Fig．1　Effect　of　pioglitazone　on　migration　of　cultured　HUVEC．　The　cell　count　method　of　migrated　HUVEC　was　described　in
　　　Methods．　A，　normal　glucose；　B，　high　glucose　concentration　in　medium．　Pioglitazone　was　added　into　the　mediurn　at
　　　the　concentration　of　10“8，　10r6，　10－4M．　The　results　are　presented　as　means　±SD．　”P〈O．Ol　（n＝5）．
（3）
一　258　一 東京医科大学雑誌 第61巻第3号
添加した培養液におけるHUVECの遊走は、　DMSO
無添加群と比べ有意差を認めなかった。
3）HUVECのPGI，産生に対するピオグリタゾンの
　　影…響
　6－keto－PGFIαは、ピオグリタゾン無添加群では
18．O　pg／ml／104　cells、ピオグリタゾン10一6　mol／1添加
群では39．O　pg／ml／104　cellsであり、6－keto－PGF1αは
ピオグリタゾン投与6時間において有意（p＜0．Ol）
に増加した（Fig．2）。
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Fig．2　Effect　of　pioglitazone　on　the　production　of　6－keto－
　　　PGFIa　from　cultured　HUVEC．
　　　The　measurement　of　6－keto－PGFIcr　in　medium　was
　　　described　in　the　Methods．Pioglitazone　was　added　into
　　　the　medium　at　the　concentration　of　10L6M．　The　results
　　　are　presented　as　means±SD　＊“P〈O．Ol．
4）HUVECの遊走に対するPGI2の影響
　NG条件下、　PGI、100　pg／ml、　l　ng／ml添加による遊
走細胞数はPGI、無添加群48。2±3．4　cells／unit　areaに
対して19．9±32、17．1±5．3cells／unit　area、　HG条件下
、無添加Mk　122．2±12．2　cells／unit　areaに対してそ
れぞれ44．7±4．9、47．9±3．5cells／unit　area（Fig．3）と
なった。NGおよびHGいずれの条件下においても、
PGI、投与5時間において、　HUVECの遊走細胞数は
PGI，無添加群に比し有意（P＜O．Ol）に減少した。
　PGI、は水溶液中で速やかにケト体に変化し、その
活性を失う可能性があるため、アゴニストであるメチ
ル化PGI2を培養液に添加し、　PGI2と同様の検討を
行った。NGおよびHGいずれの条件下においても、
PGI2添加時と同様に、メチル化PGI2添加により、
HUVECの遊走細胞数はメチル化PGI2無添加群
（NG条件下、630．0±21．0；HG条件下、522．3±38．O
cells／unit　area）に比し有意（P＜0．05）に減少した
（NG条件下メチル化PGI2100　pg／ml、272．7±12．0；
HG条件下メチル化PGI2100　pg／ml、161．7±8．O　cells／
unit　area）　（Fig．　4）．
5）HUVECの増殖に対するピオグリタゾンおよび、
　　メチル化PGI2の影響
　培養24時間のHUVECの細胞数は、無添加群7．6±
0．8×104cells／dish、ピオグリタゾン10－8　mol／13．1±
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Fig．3　Effect　of　PGI2　on　migration　of　cultured　HUVEC．
　　　A，　normal　glucose；　B，　high　glucose．
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PGI2　was　added　into　the　medium　at　the　concentration　of　100　pg／ml　and　1　ng／ml．
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0．1×104、10一6　mol／13，3±0．3×104　cells／dish、メチル化
PGI2100　pg／ml　6．7±0．5×104　cells／dishであった（Fig．
5）。メチル化PGI2では増殖に変化はなかったが、ピオ
グリタゾン添加によりHUVECの増殖は、無添加群に
比し有意（P＜0．Ol）に抑制された。
6）MAP　Kinaseに対するピオグリタゾンの影響
　Fig．6にHG条件下にて培養したHuvEcを用い
て行ったWestern　blot分析によるリン酸化ERK　I、2、
およびリン酸化p38の発現を示した。ピオグリタゾン
およびPGI2添加時において、リン酸化Kinaseを定量
化したバンドの面積に有意差は認められなかった
（data　not　shown）。また、今回データは示さなかったが、
NG条件下でも同様の結果を得ている。NG、　HG条件
下ともに、ピオグリタゾン添加の有無でリン酸化
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Effect　of　PGI2　methyl　ester　on　migration　of　cultured　HUVEC．
A，　normal　glucose；　B，　high　glucose．
The　results　are　presented　as　means±SD
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Fig．5　Effect　of　pioglitazone　on　growth　of　cultured　HUVEC．Pioglitazone　was　added　into　the　medium　at　the　concentration　of
　　　　10－8　M　and　10－6　M．　PGI2　methyl　ester　was　added　into　the　medium　at　the　concentration　of　100　pg／ml．　The　results　are
　　　　presented　as　means±SD　”P〈O．Ol　（n＝＝5）．
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Fig．6　Expression　of　phosphorylated．
　　　Western　blot　analysis　was　described　in　the　Methods．
　　　All　condition　of　HUVEC　were　pre－incubated　with
　　　quiescent　medium　with　high　concentrate　of　glucose　for
　　　24　hrs．Lane　1　shows　HUVEC　treated　by　only　pre－incu－
　　　bation．　Other　lanes　show　of　HUVEC　treated　for　l　hr
　　　without　any　additional　factor　（lane　2），　with　1　ng／ml　of
　　　PGI2　（lane　3）　and　with　10－6　mol／1　of　pioglitazone　（lane
　　　4）．
ERK　I、　ERK2、　P38産生量に差は無かった。
考 察
　ブドウ糖55mmol／1あるいは28　mmol／1いずれの
濃度下においても、ピオグリタゾンをIO－4～10－8　mol／
1添加するとHUVECの遊走は有意に低下したこと、
28mmol／1ブドウ糖存在下では、ピオグリタゾンの遊
走抑制作用は濃度依存性を認めたことより、ピオグリ
タゾンはHUVECの遊走を抑制すると考えられた。ま
たブドウ糖濃度55mmol／1よりも28　mmol／1存在下
の方が、ピオグリタゾンによるHUVECの遊走はより
抑制されたことから、ピオグリタゾンのHUVEC遊走
抑制作用は高濃度のブドウ糖により増強されるとも
推測された。しかしながら高血糖それ自体がHUVEC
の遊走を抑制することも考えられる。そこでHUVEC
の遊走に対する高血糖の影響を検討したが、ブドウ糖
濃度5．5mmol／1と28　mmol／1でHUVECの遊走細胞
数に有意差を認めなかった。Hayashiら10）も4時間の
みの高血糖下ではHUVECの遊走に差を認めなかっ
たと報告しており、著者らの成績と一致するもので
あった。
　血管内皮細胞や血管平滑筋細胞の遊走や増殖にも
ERK－mitogen－activated　protein　kinase　（ERK－MAPK）
pathwayやp38などのMAP　kinase　pathway系のリン
酸化が関与することが知られている11）。更に、チアゾ
リジン誘導体の細胞遊走に与える影響については、血
管平滑筋細胞で研究されている。Goetzeら12）は、チア
ゾリジン誘導体のひとつであるトログリタゾンが、ア
ンギオテンシンII刺激による血管平滑筋細胞の遊走
と増殖を抑制すること、平滑筋細胞に対するトログリ
タゾンの抑制作用はERK－MAPK　pathwayの抑制に
よると報告している。従ってHUVECの遊走にも、
ERK－MAPK　pathwayおよびp38が関与すると考え
られるため、ERK　1、　ERK2、　p38のリン酸化に対する
ピオグリタゾンの影響について検討した。ブドウ糖濃
度55mmol／1あるいは28　mmol／1いずれの条件下に
おいても、ピオグリタゾン添加群と非添加群で、リン
酸化ERK　I、　ERK2、　p38の発現に有意差を認めず、
HUVECの場合ERK－MAPK　pathwayに対するピオ
グリタゾンの関与は明らかではなかった。ERK－
MAPK　pathwayに対するピオグリタゾンの関与が明
らかでなかったのは、細胞の種類が異なること、アン
ギオテンシンIIなどのMAP　kinase活性化刺激の有
無によるかもしれない。今後、増殖、遊走に関与する
他のシグナルに対するピオグリタゾンの影響を検討
する必要があると考えられる。
　HUVECの増殖についての検討では、ピオグリタゾ
ンは10－6、10－8mol／1いずれの濃度においても、無添
加群に比し有意に増殖を抑制しており、これまでの報
告8）と一致するものであった。ピオグリタゾンの増殖
抑制は、細胞毒性によるものでないことは、福田ら8）も
報告している。ピオグリタゾンの増殖抑制は、細胞周
期の進行抑制による可能性が報告されている13）ので、
今回観察したHUVECの遊走抑制に細胞周期の進行
抑制が関与している可能性はある。ピオグリタゾンの
HUVECの細胞増殖抑制作用が遊走細胞数を減少さ
せる可能性は否定できないが、本研究で用いた
HUVECのダブリングタイムは約24時間であり、今
回遊走を測定している5時間と比較し大きく異なる
ため、細胞増殖抑制による細胞数の減少が遊走を抑制
したとは考えにくい。
　ラジカルは血管内皮細胞に存在するPGI、の産生酵
素であるプロスタサ・イクリン合成酵素を抑制するこ
とが知られている。トログリタゾンおよびピオグリタ
ゾンは一酸化窒素（NO）の活性を増強させるので、
PGI2の産生が増加すると推測される。トログリタゾ
ンはラット大動脈リングにおいてPGI2の産生を増加
させたとの報告がある14）。今回、培養液へのピオグリ
タゾン添加により、培養液中の6－keto－PGFlαが増加
したことより、ピオグリタゾンはPGI、産生を促進さ
せると推測された。
　ピオグリタゾンによりPGI2産生増加を認めたた
め、PGI、のHUVEC遊走能に対する影響を検討した
ところ、HUVECの遊走はPGI、存在下で有意に減少
した。PGI，は培養液中においてその活性を失う可能
（6）
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性があるため、アゴニストであるメチル化PGI2を用
いて同様の検討を行ったところ、HUVECの遊走はメ
チル化PGI、によっても有意に抑制された。このこと
から、PGI、がHUVECに対し何らかの影響を及ぼし、
細胞遊走を抑制した可能性が示唆された。
　PGI，は、血管平滑筋の遊走を抑制させるという報
告15）はあるが、PGI、がHUVECの細胞遊走を抑制す
るという報告は、我々が調べた範囲ではない。
　PGI2はピオグリタゾンと異なり、培養24時間後で
は、100　pgの濃度でHUVECの増殖に影響を及ぼさな
かったことより、PGI2のHUVEC遊走を抑制する原
因は増殖抑制によるものではないと考えられた。
　ピオグリタゾンによりHUVECの遊走抑制およ
び、PGI2の産生増加を認めたことから、ピオグリタゾ
ンは糖尿病患者に認める大血管症や細小血管症の発
症・進展に抑制的作用することが推測された。
結 語
　1．ピオグリタゾンはHUVECの遊走を有意に抑
制した。また、ピオグリタゾンによるHUVECの遊走
抑制は高濃度ブドウ糖により増強し、濃度依存性を認
めた。
　2．HUVECの遊走は、PGI，により有意に抑制され
た。
　3．ピオグリタゾンのHUVECの遊走抑制はピオ
グリタゾンの直接作用のほか、PGI、による可能性が
示唆された。
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Inhibitionof　human　umbilical　vein　endothelial　cell
　　　　　　　　　migration　by　pioglitazone
（HUVEC）
Manabu　SHIZUME，　ltsuko　ISHII，　Yoko　NOTOYA
Third　Department　of　Internal　Medicine，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　（Director：　Professor　Tohru　HAYASHI）
Abstract
　　In　this　study，　we　investigated　the　effects　of　pioglitazone　（PIO）　on　human　umbilical　vein　endothelial　cell　（HUVEC）
migration．　HUVEC　migration　under　both　conditions　of　normal　（5．5　mmol／1）　and　high　glucose　（28　mmol／1）　concentration
remarkably　decreased　after　PIO　treatment，　（64．5±4．5　vs　58．8±4．1　in　controls　113．0±　13．6　cells／unit　area，　P〈O．Ol）．　One　micro
mol／1　PIO　treated　HUVEC　significantly　increased　the　production　of　6－keto－PGFI　in　medium，　（39．0　vs　18．0　in　controls，　P〈
O．Ol）．　HUVEC　migration　under　both　conditions　of　normal　and　high　glucose　concentration　remarkably　decreased　after　PIO
conditioned　medium　treatment．　PGI2　methyl　ester　treatment　also　remarkably　decreased　H　UVEC　migration．　Growth　of
cultured　HUVEC　under　both　conditions　of　normal　and　high　glucose　concentration　remarkably　d㏄reased　after　PIO　condi－
tioned　medium　treatment　but　PGI2　did　not　affect　the　growth　of　cultured　HUVEC．　These　results　suggested　that　HUVEC
migration　was　indirectly　decreased　by　the　products　of　PIO，　especially　PGI2．
〈Key　words＞　Pioglitazone，　HUVEC，　Cell　migration，　PGI，
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